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  このような免疫抑制の成立に中心的な役割を担うのが転写因子 FoxP3の発現によ




Ｔ細胞(Cytotoxic T cells, CTL)が観察される一方で、白血病細胞は細胞表面に免疫
抑制活性を持つ様々な分子（programmed death-1(PD-1)受容体に対するリガンドであ




  このように AMLにおける免疫抑制環境の進展と Treg 細胞の中心的な関与が認識さ
れつつあり、治療戦略として白血病細胞ではなく、Treg をはじめとする免疫抑制機構
の制御が注目されている。化学療法後の再発を防ぐ治療法として、造血幹細胞移植






関わる Treg をターゲットとする免疫療法について現在盛んに研究されている。AML の
病態が進行したマウスに対して、IL-2 diphtheria toxin (IL-2DH)を先行して投与す
ることにより内在する Treg 細胞を除去した上で CTL 細胞を移植した場合、移植の効果
が高まる[17]。Treg 細胞の増殖はサイトカイン IL-2に依存しているが、IL-2DH は
IL-2受容体に拮抗的に結合して Tregに毒性を発揮する。再発した AML患者に対して
NK 細胞移植とともに IL-2DHの投与を行った場合、CRの維持時間の延長および再再発
率の低下が観察されている[18]。再発した AML患者集団を対象とした Treg 細胞を除去
した T細胞移植のフェーズⅠ臨床試験では、Treg 細胞除去の有効性が確認されている
[19]。このように患者に内在する Tregが AML の治療戦略において注目されつつある。 








































第 2 章 方法   
 2.1モデル 
  白血病芽球細胞(L),、制御性 T細胞(Treg)、CTL や NK細胞など白血病幹細胞およ
び白血病前駆細胞を障害する CTLや NK 細胞などのエフェクターT細胞(Teff)から構成
される免疫抑制モデルを図１に示した。図２に示す通り、CTL、NK 細胞、Treg など免
疫細胞を含むすべての成熟血液細胞は、造血幹細胞(hematopoietic stem cell, HSC)、
それぞれの前駆細胞(hematopoietic progenitor cell, HPC)、最終分化細胞という一
連の細胞分化の連鎖からなる細胞系譜の末端に位置する。一方、白血病幹細胞
(leukemic stem cell, LSC)、白血病前駆細胞(leukemic progenitor cell, LPC)は
HSCあるいは HPC に遺伝子変異が蓄積した結果生じる[8]。LSC および LPC は高い細胞




Figure 1. Mechanistic model for crosstalk among leukemic cells and immune cells in AML. The 
processes of cell-cell interaction are numbered as follows: 1. Leukemic stem cells and progenitor 
cells targeted by effector T cells, 2. Effector T cell suppression mediated by Treg, and 3. Treg 




Figure 2. Leukemic and hematopoietic cell lineages. HSC:hematopoietic stem cell, 
HPC:hematopoietic progenitor cell, LSC:leukemic stem cell, LPC:leukemic progenitor cell. 
 
末梢血での蓄積が進行する。本モデルでは、L、Teff、Treg の濃度の時間変化は、そ
れぞれ一定の流入速度(aL, aTeff, aTreg)と１次のアポトーシス速度（速度定数 dL, 
dTeff, dTreg)によって決まる。Lは LSC および LPC の細胞分化に基づき流入する。一
方、Teffと Treg はともに最終分化した成熟細胞であり、これらは HSCおよびそれぞ
れの HPCの細胞分化に基づき流入する。これらの流入速度(aL, aTeff, aTreg)は、そ
れぞれの前駆細胞濃度には依存せず一定であると仮定される。L,Teff、Treg の間の相
互作用は、相互作用の強度を示すしきい定数(k1, k2,k3)と Hill係数 pを用いて Hill
関数によって定式化した。細胞間の相互作用は、以下の実験研究報告に基づいている。 
１）Teffによる LSCおよび LPCのターゲッティング（[Teff]の増加に伴う aL の減
少)；慢性骨髄性白血病のマウスから単離された LSC は CTL によって認識され、LSC の
細胞数が少ない条件下では CTLは LSCを殺傷することができる[29]。また、リンパ球








進して Teff の生成が加速するループが存在する[32]。 
３）Lによる Treg 生成の促進([L]の増加による aTregの増加)；白血病芽球細胞が発
現する免疫抑制活性を持つ分子（programmed death-1(PD-1)受容体に対するリガンド
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               (1.2) 
                   (1.3) 
 2.2パラメーター推定および数値計算 
  式(1.2)および(1.3)に含まれるパラメーター(aTeff, aTreg, dTeff, dTreg)につ
いては、Kanakry ら[35]が報告している AML 患者に対する誘導化学療法後のリンパ球
数の回復の時系列データから Teffと Treg の細胞数の時間変化を推定し、この推定値
を再現するパラメーターの分布を MCMC(Markov chain Monte Carlo)法を用いて推定し
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MCMCステップ数は 20000 回とした。 
  Kanakry らは、誘導化学療法を適用した患者における化学療法直後のリンパ球回
復のタイムコースを測定し、またフローサイトメトリ法を用いてリンパ球のサブセッ
ト解析を行っている[35]。回復してくるリンパ球の平均 73%が CD3(+)細胞であった。
さらに、CD3(+)の 16.7%が CD3(+)CD4(+)、66.4%が CD3(+)CD8(+)であった。CTLは
CD3(+)CD8(+)に対応する。一方、Treg は、FoxP3を発現している CD3(+)CD4(+)のサブ
グループであるが、CD3(+)CD4(+)の 10.5%がこの Treg として同定された。Kanakry ら
は、全リンパ球数の回復曲線とともに上記のリンパ球のサブセットの内訳を報告して
いるため、リンパ球の回復過程においてサブセットの割合が変化しないと仮定して、




Figure 3. Time courses of counts of CD3+CD8+ cells (CTLs, closed circles) and  
CD3+CD4+Foxp3+ cells (regulatory T cells, closed triangles) estimated from lymphocytes recovery 
after induction chemotherapy reported by Kanakry et al.[37]. Dashed lines show time courses of 
[Teff] and [Treg] obtained by numerical integration of eqs (1.2) and (1.3) with aTeff=56.53, 
aTreg=198.2, dTeff=0.2 and dTreg=0.04 estimated by MCMC method.  
 

















Table 1: Parameter Values Used in the Simulation 
 
  式(1)の３つのヌルクライン（d[L]/dt=0, d[Teff]/dt=0, d[Treg]/dt=0)の交点で
ある定常状態は、nleqslv R-package [37]を用いてニュートン法で数値的に求めた。








  薬剤投与時間における体内での薬剤濃度は一定とし、薬剤による L、Teff、Treg
の消失速度は、それぞれの細胞濃度に比例すると仮定すると、薬剤の効果はアポトー
シスによる消失速度定数に含めることができるため、誘導化学療法は、薬剤投与時間


















第 3章 結果および考察 
 3.1 ２重定常状態と吸引域の境界 



















Figure 4. Steady states as a function of the threshold constant k2 of a) leukemic blast cells (L), b) 
mature effective T cells (Teff), and c) mature regulatory T cells (Treg), and of the threshold constant 
k3 of d) leukemic blast cells (L), and of the Hill coefficient p of e) leukemic blast cells (L). Steady 
states along the solid lines are stable and steady states along dashed lines are unstable. Parameter 
ranges characterized by the existence of two stable steady states separated by an unstable fixed point 
are marked by gray backgrounds. Parameter values are aL=1000, aTeff=56.53, aTreg=198.2, 
dL=0.01, dTeff=0.2, dTreg=0.04, k1=40, k3=200, p=4 for a), b), c) ,and aL=1000, aTeff=56.53, 
aTreg=198.2, dL=0.01, dTeff=0.2, dTreg=0.04, k1=40, k2=160, p=4 for d), and aL=1000, 


































(SSlow)が長期間にわたり維持される long-termCR と見なすことができる。 
 
Figure 5. Time courses of [L], [Teff] and [Treg] after chemotherapy applied for the system staying at 
SShigh. Solid lines are for [L] (blue) and [Treg] (red) and dots are for [Teff]. Parameter values are 
aL=1000, aTeff=56.53, aTreg=198.2, dL=0.01, dTeff=0.2, dTreg=0.04, k1=40, k2=160, k3=200, 
p=4. The chemotherapy was applied with enhanced apoptosis rate constants (dL=1.0, dTeff=0.68, 
dTreg=5.0) during 30 days. The system goes towards the original SShigh after the chemotherapy 











と SSlow のそれぞれの吸引域(basin)とその境界(basin boundary)の存在を示している。 
 
Figure 6(a). The trajectories from SShi (not shown in figure) after chemotherapy with different 
values of dL. The locations of the state produced by chemotherapy are denoted by closed circles. For 
higher dL, the trajectories with dL beyond a critical value change direction from returning to SShi to 
converging to SSlo, suggesting two basins of attraction. SShi ([L], [Teff], [Treg] = 100000/μL, 
0.00031/μL, 4955/μL, out of figure)  and SSlo ([L], [Teff], [Treg] = 40/μL, 283/μL, 8/μL, open 
circle in figure) were calculated with dL=0.01. Other parameter values are aL=1000, aTeff=56.53, 
aTreg=198.2, dTeff=0.2, dTreg=0.04, k1=40, k2=160, k3=200, p=4. For the chemotherapy duration 




Figure 6(b). The basin boundary denoted by a dotted plane and two trajectories from SShigh (out of 
figure). Parameter values are aL=1000, aTeff=56.53, aTreg=198.2, dL=0.01, dTeff=0.2, dTreg=0.04, 
k1=40, k2=160, k3=200, p=4. Two trajectories from SShigh by applying chemotherapy during (a) 
10 days and (b) 30 days were calculated with dL, dTeff, dTreg of the values of (a) dL=1.0, 











Figure 7. Time courses corresponding to the trajectories returning to SShi. The start of relapse is 
delayed with increasing dL. Parameter values are aL=1000, aTeff=56.53, aTreg=198.2, dL=0.01, 
dTeff=0.2, dTreg=0.04, k1=40, k2=160, k3=200, p=4. For the chemotherapy duration of 10 days, 














Figure 8. The basin of attraction of SShi. The size of each dot in the basin indicates the time required 
for the system to arrive at SShi from the state denoted by a dot. It takes longer for the system to 
arrive at SShi from states distributed along the basin boundary. Parameter values are aL=1000, 
aTeff=56.53, aTreg=198.2, dL=0.01, dTeff=0.2, dTreg=0.04, k1=40, k2=160, k3=200, p=4. 
 
の境界近傍を通過して SShigh に戻る軌道は、臨床的に観察される長い CRの時間を経
て再発に至る場合に対応すると解釈される。 
  本研究のモデルは、図４に示されるように saddle-node 分岐を伴い２つの安定な
定常状態を持つ。本研究では、[L]が高い定常状態を AMLが進行して安定した状態、
[L]が低い定常状態を long-term CR に対応づける。Kanakry らによる臨床データに基


































ることであり、Cはこの過程を経て間接的に Kの生成を抑制する。この Cによる Dの
抑制とともに、Cによる Kの生成の直接の抑制を導入しており、これら２つの過程に









らや Luらのモデルと同様に saddle-node 分岐を伴う多重定常状態を生じる一方、de 


















特異的に遺伝子発現している転写産物の RT-qPCR(quantitative real-time 
polymerase chain reaction)法による定量によって残存する細胞数を同定することが
できる[38,39]。Lin Yin らは、CR 状態にある AML 患者の骨髄および末梢血での２つの
融合転写産物 RUNX1-RUNX1T1 および CBFB-MYH11を RT-qPCR 法によって定量し、骨髄お
よび末梢血において細胞形態学的に検出可能なまでに細胞数が再増加する（血液学的
再発）かどうかを分ける CRでの転写産物数の閾値を報告している[40]。RUNX1-
RUNX1T1 については、CR において骨髄でのコピー数 500 以上で血液学的再発率が 100%、
500以下の場合は同再発率は 7%、末梢血ではコピー数 100 以上で同再発率が 100%、
100以下の場合は同再発率は 7%であった。CBFB-MYH11 については、CRにおいて骨髄で
のコピー数 50以上で血液学的再発率が 100%、50 以下の場合は同再発率は 10%、末梢
血ではコピー数 10以上で同再発率が 97%、10以下の場合は同再発率は 7%であった。






















率が 53%と 23%であり、CR1 が６か月以上のグループの生存率が有意に高かった[45]。
本研究の結果に基づき、CR1が長い場合は、２つの安定定常状態の吸引域の境界に近


























Figure 9. Steady states as a function of the influx rate aL of leukemic blast cells (L). Steady states 
along the solid lines are stable and steady states along dashed lines are unstable. Parameter ranges 
characterized by the existence of two stable steady states separated by an unstable fixed point are 
marked by gray backgrounds. Parameter values are aTeff=56.53, aTreg=198.2, dL=0.01, dTeff=0.2, 











































胞(Teff)である NK細胞を AML患者に移植する場合、NK細胞の移植に先行して IL2DH








は SSlowに到達する。この差異は、図６bに示した SShighと SSlow の吸引域の境界を
系が越えたかどうかによる。 
 
Figure 10. Effects of Teffs infusion only and prior Tregs depletion followed by Teffs infusion for the 
system on the trajectory returning to SShi in hypothetical immunotherapy. The instantaneous 
modulations ([Teff]+200/μl and [Treg]-5/μl) were applied at the point denoted by blue circle. The 
Tregs depletion forced the system from the point denoted by blue circle to one by red circle. The 
same Teffs infusions applied to the points denoted by blue and red circles result in two trajectories, 
which one arrives to SSlo (open circle) and another returns to SShi (out of figure). Parameter values 
are aL=1000, aTeff=56.53, aTreg=198.2, dL=0.01, dTeff=0.2, dTreg=0.04, k1=40, k2=160, k3=200, 






Figure 11. Relapse free survival (RFS) curves in the cases of Teff cells infusion with/without Treg 
cells depletion and no treatment after chemotherapy. The relapse was defined as the event that the 
system overrides the threshold of [L] towards SShigh from CR states, and the duration of CR as the 
time from the termination of chemotherapy to the crossing of the threshold. The threshold was set to 
be [L]=500/μL. 500 trajectories from SShigh by applying chemotherapyduring 30 days were 
calculated with dL, dTeff, dTreg of the values selected randomly from normal distributions of 
N(1.0,0.33), N(0.75,0.25), N(5.0,1.67), respectively.Instantaneous [Teff] infusion or [Treg] 
depletion was applied after 0.0001 days from time point of chemotherapy termination. The 
instantaneous [Treg] depletion was followed by instantaneous [Teff] infusion with time interval of 
0.0002 days. Increment of [Teff] by instantaneous infusion was set to be 200/μL and decrement of 
[Treg] by instantaneous depletion was set to be 100μ/L. Parameter values are aL=1000, aTeff=56.53, 
aTreg=198.2, dL=0.01, dTeff=0.2, dTreg=0.04, k1=40, k2=160, k3=200, p=4. The number of the 












CR 時間を定義する。500名の仮想的な AML 患者集団を想定し、シミュレーションを行
った。[L]の閾値を 500/μL と仮定して得られた CR 時間の分布を、臨床研究で多用さ






導化学療法を行った後 Teff 細胞移植に先行して Treg 細胞除去を行った場合、以上３






















Figure 12. 10 trajectories from SShigh (out of figure) by applying chemotherapy only (a) and 
chemotherapy with the following [Treg] depletion and [Teff]  infusion (b). 10 trajectories from 
SShigh by applying chemotherapyduring 30 days were calculated with dL, dTeff, dTreg of the values 
selected randomly from normal distributions of N(1.0,0.33), N(0.75,0.25), N(5.0,1.67), 
respectively.Instantaneous [Treg] depletion was applied after 0.0001 days from time point of 
chemotherapy termination. The instantaneous [Treg] depletion was followed by instantaneous [Teff] 
infusion with time interval of 0.0002 days. Increment of [Teff] by instantaneous infusion was set to 
be 200/μL and decrement of [Treg] by instantaneous depletion was set to be 5/μL. Parameter values 
are aL=1000, aTeff=56.53, aTreg=198.2, dL=0.01, dTeff=0.2, dTreg=0.04, k1=40, k2=160, k3=200, 
p=4.  
 






の 68か月の時点における NK細胞移植群(n=16)での再発が起こらない割合(ratio of 






test)[44]。この NK細胞移植群(n=11)における NK 細胞移植後の 68か月の時点での再
発が起こらない割合(ratio of relapse free)は 75%であった。Curti らは、CR 状態に
ある AML患者を対象としたが、Bachanova らは、再発あるいは誘導療法に反応しない
(CRを経験していない)不応期の患者集団を対象として、NK細胞移植に先行して行われ





細胞に毒性を発揮する IL-2DHを、NK 細胞移植の 1±2days の期間に投与することによ




細胞除去を行った群(n=15)では、移植後 28日後に 53%が CR または CRiを達成し、寛





























Figure 13. Time schedule of induction chemotherapy followed by consecutive cycles of 
instantaneous [Treg] depletion followed by instantaneous [Teff] infusion. The first [Treg] depletion 
was applied with a time interval (duration 0) after chemotherapy. Time intervals between [Treg] 
depletion and [Teff] infusion were set to be constant (duration 1). Arrows denote the time points of 





合(ratio of relapse free)の時間変化を示している。３つの場合それぞれ、時間とと




Figure 14.  Relapse free survival (RFS) curves in the cases of 5 consecutive cycles of Teff cells 
infusion with/without Treg cells depletion and no treatment after chemotherapy. The threshold for 
relapse was set to be [L]=500/μL. 500 trajectories from SShigh by applying chemotherapyduring 30 
days were calculated with dL, dTeff, dTreg of the values selected randomly from normal 
distributions of N(1.0,0.33), N(0.75,0.25), N(5.0,1.67), respectively.Instantaneous [Teff] infusion or 
[Treg] depletion was applied after 0.0001 days (duration 0 in Fig,13) from time point of 
chemotherapy termination. The instantaneous [Treg] depletion was followed by instantaneous [Teff] 
infusion with time interval of 0.0002 days(duration 1 in Fig.13). Increment of [Teff] by each 
instantaneous infusion was set to be 40/μL and decrement of [Treg] by each instantaneous depletion 
was set to be 20/μL. Parameter values are aL=1000, aTeff=56.53, aTreg=198.2, dL=0.01, dTeff=0.2, 
dTreg=0.04, k1=40, k2=160, k3=200, p=4. The number of the trajectories without occurring relapse 




Figure 15.  Dependence of relapse free survival (RFS) rate on the number of consecutive cycles of 
instantaneous[Teff]  infusion or instantaneous [Treg] depletion followed by instantaneous [Teff] 
infusion. The RFS rates after 700 days from the time point of chemotherapy termination are 
indicated. The RFS rates were based on RFS curves which were estimated from 500 trajectories. 
Standard deviations in the figure were estimated from 10 RES curves. 500 trajectories from SShigh 
by applying chemotherapyduring 30 days were calculated with dL, dTeff, dTreg of the values 
selected randomly from normal distributions of N(1.0,0.33), N(0.75,0.25), N(5.0,1.67), 
respectively.Instantaneous [Teff] infusion or [Treg] depletion was applied after 0.0001 days 
(duration 0 in Fig,13) from time point of chemotherapy termination. The instantaneous [Treg] 
depletion was followed by instantaneous [Teff] infusion with time interval of 0.0002 days(duration 1 
in Fig.13). Increment of [Teff] by each instantaneous infusion was set to be 40/μL and decrement of 
[Treg] by each instantaneous depletion was set to be 20/μL. Parameter values are aL=1000, 























AML患者を 2 群に分け、内在性の CTL細胞および NK 細胞を活性化するために低用量の
IL-2と HDC(histamine dihydrochloride)の同時投与を複数回にわたって繰り返し行っ
た群(n=160)と無治療（コントロール）群(n=160)とで、3年後時点での再発しない割
合(rate of relapse free)の比較を行った[52]。IL-2単独よりも HDC との同時投与が
より有効であることが in vitro および in vivoの実験で明らかになっている。同時

























Figure 16. The trajectories from SShi (not shown in figure) after chemotherapy followed by 
consecutive cycles of [Teff] instantaneous infusion or [Treg] instantaneous depletion followed by 
[Teff] instantaneous infusion: (a) 1 cycle, (b) 3 cycles, (c) 5 cycles. Parameter values are aL=1000, 
aTeff=56.53, aTreg=198.2, dL=0.01, dTeff=0.2, dTreg=0.04, k1=40, k2=160, k3=200, p=4. 
Chemotherapyduring 30 days were applied with dL=1.0, dTeff=0.69, dTreg=5.0.  Instantaneous 
[Teff] infusion or [Treg] depletion was applied after 0.0001 days (duration 0 in Fig,13) from time 
point of chemotherapy termination. The instantaneous [Treg] depletion was followed by 
instantaneous [Teff] infusion with time interval of 0.0002 days(duration 1 in Fig.13). Increment of 
[Teff] by each instantaneous infusion was set to be 40/μL and decrement of [Treg] by each 
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